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摘要 : 共生 细菌 Wolbachia 对 窒 主 的 生殖 起 多 种 调控 作用 。 以 往 研 究 表 明 ，Wolbachia 基因 组 中 广泛 存在 插入 序列 
(insertion sequence, IS), 它们 对 宿主 基因 组 的 可 塑性 、 多 样 性 和 进化 起 重要 作用 。 稀 水 象 甲 Lissorhoptrus oryzophilus 
Kuschel 在 东亚 是 一 种 外 来 水 稳 害 虫 , 在 原 产 地 北美 营 两 性 生殖 ,而 在 所 有 入 侵 地 均 营 孤 肉 生殖 。 本 研究 采用 PCR 
法 从 河北 唐 海 孤 肉 生殖 型 称 水 象 甲 体内 克隆 获得 了 Wolbachia 的 2 条 IS 序 列 , 即 ISWosp4 和 ISWosp6; 从 美国 德 克 院 
斯 州 两 性 生殖 型 称 水 象 甲 成 虫 体内 克隆 获得 了 Wolbachia 的 2 条 了 序列 , B ISWosp3 和 1ISWosp5。 碱 基 序 列 比 对 显 
示 : ISWosp3 和 ISWosp4 属于 1S3 家 族 IS3 组 成 员 , ISWosp5 为 IS4 家 族 18231 组 成 员 , ISWosp6 为 IS5 家 族 IS1031 组 
成 员 。 对 这 些 IS 的 ORF 结构 、 所 编码 氨基 酸 序 列 的 结构 等 进行 了 分 析 , 推测 ISWosp5 具有 潜在 转 座 活性 。 所 得 结 
采 增 进 了 我 们 对 Wolbachia IS3, IS4 和 ISS 家 族 插 入 序列 的 认识 , 同时 为 今后 从 IS 的 角度 探讨 Wolbachia Ej RZK Z8 H1 
生殖 的 关系 奠定 了 基础 。 
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Identification and analysis of insertion sequences in the genome of Wolbachia 
infecting the rice water weevil, Lissorhoptrus oryzophilus ( Coleoptera: 


Curculionidae ) 

CHEN Su-Juan, HE Yan, JIANG Ming-Xing' , CHENG Jia-An (Institute of Insect Sciences, Zhejiang 
University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract: The endosymbionts Wolbachia can cause various reproductive alterations to their hosts. Previous 
reports indicate that the mobile genetic elements, insertion sequences (JSs , are widely distributed in 
Wolbachia genomes and can extensively modify the plasticity, diversity and evolution of the bacterial 
genome. The rice water weevil, Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel, is an alien insect pest of rice in Eastern 
Asia, which reproduces bisexually in its native regions but reproduces parthenogenetically in all of invaded 
areas. In this study, by using PCR we cloned two ISs, ISWosp4 and ISWosp6, from the Wolbachia 
infecting parthenogenetic rice water weevils collected from Tanghai, Hebei, China, and two ISs, ISWosp3 
and ISWosp5, from the Wolbachia infecting sexual weevils collected from Texas, USA. Nucleotide sequence 
alignment suggested that ISWosp3 and ISWosp4 can be grouped to IS3 group in IS3 family, ISWosp5 to 
15231 group in IS4 family, and ISWospó to 15/031 group in ISS family. The ORF structure and deduced 
amino acid sequences of these ISs were analyzed, and ISWosp5 was speculated to have potential 
transposition activity. The findings can enrich our knowledge on the insertion sequences of IS3 , IS4 and ISS 
families, and can serve as a basis for future studies concerning interactions of Wolbachia and the rice water 
weevil. 
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转 座 子 是 生物 基因 组 中 一 类 可 移动 的 遗传 因 称 为 插入 序列 (insertion sequence, IS) 。 在 原核 生 
T, 其 中 最 简单 的 转 座 子 不 含 任何 宿主 基因 而 常 被 物 基 因 组 中 , 插入 序列 广泛 存在 (Siguier et al., 
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2006a; Filée et al., 2007; Touchon and Rocha, 
2007), "j£ Touchon 和 Rocha (2007 ) 对 262 个 细 
AA MAREA, 其 中 约 75% 的 基因 组 存 
YE IS, IS 通常 为 0.7 ~2.5 kb 的 DNA 序列 ,两 端 
具 10 ~40 bp 的 反问 重复 序列 (terminal inverted 
repeats, TIR), 含 1 个 编码 转 座 酶 的 基因 ， 故 可 介 
导 自 身 转 座 (transposition ) ( Mahillon and Chandler, 
1998; Siguier et al., 2006b), 。 根 据 开 放 阅 读 框 
(open reading frame，ORF) 和 TIR 序列 、IS $8 A $E 
标 位 点 时 所 产生 的 同 癌 重复 序列 (directed repeats, 
DR)、 所 编码 转 座 酶 的 结构 等 方面 特征 , 原核 生物 
IS 可 归 类 为 20 个 家 族 左 右 (Mahillon and Chandler, 
1998; Siguier et al.，2006a)。 细 菌 中 IS 的 功能 在 
F, 促进 基因 的 水 平 转移 , 提高 答 主 基因 组 的 可 塑 
性 与 多 样 性 , 影响 答 主 的 适应 性 ， 从 而 对 细菌 进化 
产生 重要 影 啊 (Ziebuhr et al., 1999; Poussier et al., 
2003; Alavi et al., 2007) 。IS 不 仅 是 细菌 基因 组 研 
究 的 重要 对 象 , 在 应 用 上 , 还 可 作为 宿主 种 类 鉴定 
的 分 子 标记 等 (Kivi et al., 2002) 。 

内 共生 细菌 Wolbachia 广泛 存在 于 节 胶 动物 和 
线虫 中 , 据 最 新 估计 ,区 胶 劲 物 中 约 66% 的 种 被 其 
感染 ( Hilgenboecker et al., 2008) 。 由 于 Wolbachia 
可 诱导 寄主 产生 多 种 生殖 异常 现象 , 一 些 株 系 还 能 
影响 寄主 的 寿命 或 抗 病毒 能 力 (Min and Benzer, 
1997; 鸡 鹏 和 沈 佐 锐 ，2002; Hedges et al., 2008), 
近 十 年 来 人 们 对 其 研究 十 分 活跃 。 有 关 Wolbachia 
IS 的 研究 , 已 有 报道 主要 针对 一 些 基因 组 序列 全 知 
的 Wolbachia, "p Œ Hg R Ws Drosophila melanogaster 
Meigen, W R t D. simulans, SX f Fg x Culex 
quinquefasciatus 和 马 来 丝 虫 Brugia malayi (Brug ) 等 
中 的 Wolbachia, 人 研究 内 容 涉 及 IS 的 种 类 、 找 贝 数 、 
转 座 活性 、 系 统 发 育 及 其 对 Wolbachia 基因 组 的 影 
啊 等 方面 ( 周 伟 国 等 , 2001; Wu et al., 2004; Foster 
et al., 2005; Cordaux et al., 2008; Cordaux, 2008, 
2009; Klasson et al., 2008, 2009) 。 但 是 , 对 其 他 昆 
虫 体内 Wolbachia 中 的 IS 却 鲜 见报 道 。 因 此 , 要 不 
新 次 入 认识 IS, BAFFI EZ Wolbachia 株 系 的 
IS 进行 分 离 和 鉴定 ; 此 外 ,鉴于 IS 的 重要 功能 , 在 
人 研究 某 一 Wolbachia 及 其 与 其 寄主 的 关系 时 ,以 IS 
作为 切 和 人 点 是 值得 考虑 的 。 

称 水 象 甲 Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel 在 东 
亚 是 一 种 外 来 水 稻 害 虫 , 研究 发 现 , 该 虫 在 所 有 入 
侵 地 (美国 加 利 福 尼 亚 州 和 东亚 等 ) 均 营 孤 上 肉 生 殖 ， 
而 在 原 产 地 (北美 ) 则 营 两 性 生殖 。2 种 生殖 型 均 感 


ZH Wolbachia, 且 两 者 Wolbachia 间 的 遗传 差异 较 
大 ( 付 海滨 等 , 2007; 王 娜 ， 2007 )。 本 研究 中 , 我 
们 从 2 种 生殖 型 象 甲 的 Wolbachia 中 共 鉴 定 了 4 个 
IS, 对 其 序列 结构 、 潜 在 转 座 活 性 等 进行 了 分 析 ， 
以 期 丰富 对 Wolbachia IS BAR, HIA Wolbachia 
与 稻 水 象 甲 生殖 的 关系 积累 一 些 基础 信息 。 


1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 来 源 

稻 水 象 甲 肉 成 虫 分 别 采 目 河 北 唐 海 和 美国 德 死 
萨 斯 州 稻田 ,， 供 试 前 唐 海 样本 为 活体 ,美国 样本 为 
100% 酒精 浸渍 。 
1.2 DNA 的 提取 

将 稳 水 象 甲 用 酒精 和 燕 馏 水 分 别 清洗 3 3888, 
用 DNA 提取 试剂 盒 (DNeasy Tissue Kit, Qiagen ) 提 
取 单 头 稻 水 象 甲 中 的 总 DNA, 
1.3 PCR j ië 

引物 根据 Wolbachia 中 高 度 保 守 的 IS fc [n] S Ad 
序列 设计 (Wu et al., 2004 ) ,由 上 海 生 工 (Sangon ) 
公司 合成 : IS3, 5'-TGACCTTACCCAGAAAAAGTGG 
AGAGAAAG-3'; IS4, 5'-ATACGCGTCAAGTTAAC- 
3'; IS5, 5'-AGAGGTTGTCCGGAAACAAGTAAA-3', 

IS3 序列 的 PCR 扩 增 体系 为 : 稻 水 象 甲 DNA 
0.2 pL, 引物 (20 pmol/L) 2. 0 uL, MgCl, (25 
mmol/L) 3. 0 uL, 5 x buffer 5.0 uL, dNTP ( 10 
mmol/L) 0.5 uL, Taq 酶 (5 U/gL) 0.3 uL, Jil 
ddH,O 至 25 uL, REJ 94% 预 变 性 4 min; 
94% 变性 30 s, 58*C 退火 30 s, 72C 延伸 7$ s, 4 
30 个 循环 ; 最 后 72 延伸 8 min, 

IS4 序列 的 PCR 扩 增 体系 为 : 稻 水 象 甲 DNA 
0.6 uL, 引物 (20 pmol/L) 2. 0 uL, MgCl, (25 
mmol/L) 2. 5 uL, 5 x buffer 5.0 uL, dNTP ( 10 
mmol/L) 0.5 uL, Taq 酶 (5 U/uL) 0.3 uL, Jil 
ddH,O 至 25 wuwL。 反 应 条 件 为 94% 预 变 性 4 min; 
94% 变性 30 s, 48% 退火 30 s, 72% 延伸 100 s, 4 
30 个 循环 ; 最 后 72Y 延伸 10 min, 

IS5 序列 的 PCR 扩 增 体系 为 : 稻 水 象 甲 DNA 
0.4 uL, 引物 (20 pmol/L) 2. 0 uL, MgCl, (25 
mmol/L) 2. 5 uL, 5 x buffer 5.0 uL, dNTP ( 10 
mmol/L) 0.5 uL, Taq 酶 (5 U/gL) 0.3 uL, Jil 
ddH,O 至 25 wuwL。 反 应 条 件 为 94% 预 变 性 4 min; 
94% 变性 30 s, 5$% 退火 30 s, 72% 延伸 100 s, 共 
30 个 循环 ; 最 后 72Y 延伸 10 min, 
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1.4 PCR 产物 的 克隆 与 鉴定 

将 所 得 的 PCR 产物 用 琢 脂 糖 凝 胶 DNA 纯化 试 
剂 盒 (QIAquick Gel Purification Kit, Qiagen) 回收 ， 
连接 至 pGEM-T easy 载体 (Promega) ,转化 到 感受 
SAMITA TG rp, 落落 PCR iive BHEE, 交 由 
上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 进 行 正 反 链 双 问 测序 。 
1.5 序列 分 析 

将 测 得 序列 分 别 在 如 下 的 数据 库 中 进行 blastn 
比 对 : (1) GenBank 数据 库 ; (2) 在 GenBank 下 的 
"microbial genomes" , 找 出 与 之 有 较 高 同 源 性 的 序 
列 。ORF 的 分 析 采 用 NCBI 中 的 ORF finder 以 及 
FSFinder ( Moon et al., 2004 ) 。 

然后 , 用 推测 的 氨基 酸 序 列 在 IS Finder 数据 库 
( http ://www-is. biotoul. fr/is. html， 是 一 个 收集 IS 
重 日 并 对 其 进行 分 类 的 网 站 ) 中 进行 blastp 分 析 ， 
若 能 得 到 下 值 <10 “， 则 认为 相应 的 DNA 序列 为 
IS ( Touchon and Rocha, 2007), 且 可 能 编码 转 座 


酶 ; 推测 该 IS 所 属 的 家 族 和 组 。 

分 别 用 PSIPRED (http://bioinf. cs. ucl. ac. uk/ 
psipred/ ) 和 PROSCAN ( http ://npsa-pbil. ibep. fr) 分 
析 氨 基 酸 序列 的 二 级 结构 和 一 些 特征 。 序 列 比 对 和 
分 析 用 DNAman 和 NTI 软件。 从 NCBI 上 下 载 IS3- 
wMel 的 15 个 拷贝 的 上 游 和 下 游 片 段 (500 bp), 用 
Pictogram 对 其 上 游 和 下 游 的 10 个 碱 其 进行 分 析 ， 
察看 有 无 保守 的 DR 区 域 。 


2 结果 与 分 析 


从 河北 唐 海 和 美国 德 克 萨 斯 州 稻 水 象 甲 肉 虫 提 
取 的 DNA 中 共 扩 增 到 4 个 片段 , 据 分 析 , 其 中 2 个 
属于 Wolbachia IS3 家 族 , 1 个 属于 TIS4 家 族 , 1 个 属 
F ISS 家 族 ( 表 1) 。 这 些 序列 已 收录 于 IS Finder 网 
站 (http :// www-is. biotoul. fr/is. html) ) 和 GenBank 中 
(登录 号 为 HM209308 ~ HM209311) , 


R1 稳 水 象 甲 体内 Wolbachia 中 的 插入 序列 (JIS ) 


Table 1 Insertion sequences (IS) in the endosymbionts Wolbachia of Lissorhoptrus oryzophilus 


IS 名 称 — IS 长 度 (bp) ” 反 向 重复 序 ORF 起 始 和 终止 ORF 编码 的 氨基 ”所属 家 族 和 组 KAPRI GenBank 登录 号 
IS name IS length 列 长 度 (bp) 位 置 酸 数 IS family and Source of rice GenBank 
TIR length Start and end Number of coded amino- group water weevils accession no. 
position of ORF acid residues in ORF 
ISWosp3 1 275 33 77 -376 (orfA) 99 IS3-IS3 3S Es git v pe Hor Jh HM209308 
T A 
292 -852 ( orfB) 186 exas, US 
856 —1 233 (orfC) 125 
ISW 1 278 43 635 -1 234 199 IS3-IS3 者 
op TEE HM209309 
Tanghai, China 
ISWosp5 1 433 17 90 -1 421 443 IS4-18231 德 斯 外 
osp 美国 德 元 了 萨 斯 州 HM209310 
Texas, USA 
ISWosp6 740 24 205 —636 143 IS5-IS/031 者 
TEE HM209311 
Tanghai, China 
2.1 ISWosp3 Wolbachia 序列 ( GenBank 登录 号 : AAQPO1000044, 


Blastn Z5 R 3€ HH, ISWosp3 序列 与 黑 腹 果 蝇 
Wolbachia (wMel, GenBank 登录 号 AE017196) ) 和 拟 
Riy Wolbachia (wRi, GenBank 登录 号 CP001391) 
的 全 长 IS 序列 (Wu et al., 2004; Klasson et al., 
2009) 分别 具 7696 ~ 7996 M 7496 ~ 7996 的 一 致 性 。 
此 外 ,区 Wosp3 与 基因 库 中 采用 乌 枪 法 得 到 的 一 些 


AAQP01000006, AAQP01000012, AAGC01000162 ) 
也 具 较 高 的 一 致 性 (77% ~ 7996) 。ISWosp3 的 TIR 
长 为 33 bp, 5'9g fU 3 "端的 TIR. 序列 完全 匹配 (图 
1) , 该 TIR 与 IS3 家 族 的 JS3 组 成 员 的 TIR 有 较 高 
的 一 致 性 。 
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A * 20 * 40 
ISWosp3-5' : MET Tarsim GG 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 : 33 
ISWosp3-3' : E 2C pei — TTG------—---- : 33 
ISWosp4-5' : AAGCCATTTTT : 43 
ISWosp4-3' : A AAGCCATTTTT : 43 
IS5-5' : WE TACCCA C TGG ; AAGTGAG---—- : 39 
IS35-3' : we GG CCOTPAAGCGAG---- : 39 
IS3-wMel-5 : ue a nhe! — 3 — ugei3i d ———————-—---—-- : 30 
IS3-wMel-3 : E OE SD : 30 
IS3-wRi-5' : Ge CCCI DD : 30 
IS3-wRi-3' : WE TACCO TD : 30 

B E 
ISWosp5-5' : -EF H: 28 
ISWosp5-3' : j : 28 
ISWen/-5' : ; 29 
ISWen/-3' : p à 29 

C 20 
ISWospó-5' : AGGTT(GTCCGGAAA( : 24 
ISWospó6-3' : AGGTTGTCCGGAAACH AGTA 23 
ISWpi/-5' : -gERXEeunfeudun r5 Va 23 
ISWpi/l-3!' : -NXHEMEMMMEER TX Xe 23 


GAGGTTGTOCCGGAAAUCCUZA(U[T AA 


图 1 Wolbachia 插入 序列 的 末端 反问 重复 序列 (TIR) 比 对 
Fig. 1 Alignments of the terminal inverted repeats in Wolbachia insertion sequences (1Ss) 
分 别 在 IS3 (A), IS4 (B) fi IS$ (C) 家 族 内 进行 比 对 。ISWosp3 ~6 来 自称 水 象 甲 Wolbachia; 1S3 来 自 大 肠 杆 菌 Escherichia coli; IS3-wMel, 
ISWen/ fl ISWpi/ 3€ H wMel; IS3-wRi 来 自 wRi. 一致 的 碱 基 用 黑色 背景 表示 ; 相似 的 碱 基 用 灰色 背景 表示 。The alignment was done within 
families of IS3 (A), IS4 (B) and IS5 (C). ISWosp3 -6 is from the Wolbachia infecting rice water weevils; IS3 is from Escherichia coli; IS3-wMel, 
ISWen/ and ISWpi/ are from wMel ; and IS3-wRi is from wRi. Identical nucleotide bases are in black background, and conserved nucleotide bases are in 


grey background. 


ISWosp3 含有 3 个 ORF Zi fj (orfA, orfB 和 酸 残 基 ( 图 2)。ORF 中 的 这 些 结构 也 发 现 于 以 往 报 
orfC) ( 表 1)。 分 析 发 现 , orfA 的 N 端 存在 转 座 了 于 道 的 IS3 家 族 成 员 中 (Lysnyansky et al., 2009) , 其 
的 一 个 同 源 结构 域 即 a 螺旋 -转角 -a 螺旋 (a-helix- ”功能 是 对 转 座 酶 特异 性 结合 到 IS 的 IR 区 起 重要 作 
turn-o-helix, HTH) 2819, 该 结构 上 游 还 存在 为 外 一 。 用 , 其 中 的 色 氨 酸 残 基 则 可 能 对 a 螺旋 起 修复 作用 
个 a 螺旋, 且 在 其 最 后 1 个 o 螺旋 中 存在 工 个 色 氢 ( Rousseau et al., 2004) 。 


H H T H 
ISWosp3 MTNGREYTAEFKEEAVKLFRERGETISQIARDLGINPGILGKWIKKYNEKKS 
IS911 MKKRNFSAEFKRESAQLVVDQNYTVADAAKAMDVGLSTMTRWVKQGL 


IS3-wMel  MAREYTAEFKLEAVKLANEQRKVGQPVAKVARDLGIRDSVLGKWMKKYNEKKS 
IS3-wRi MVREYTAEFKLEAVKLANEQRKVGQPVAKVARDLGIRDSVLGKWMKKYNEKKS 


图 2 所 预测 的 Wolbachia IS 转 座 酶 HTH 结构 序列 
Fig. 2 The predicted HTH motif in putative Wolbachia IS transposases 


ISWosp3 来 自称 水 象 甲 Wolbachia; IS911 , IS3-wMel 和 IS3-wRi 分 别 来 自 大 肠 杆 菌 E. coli, wMel 和 wRi. 图 中 加 下 划 线 的 为 helix 结构 , 保守 的 
ta, zx RS EXE CW) HHR., ISWosp3 is from the Wolbachia infecting rice water weevils; IS92717 , IS3-wMel and IS3-wRi are from E. coli, wMel and 
IS3-wRi, respectively. The helix domain is underlined, and the conserved tryptophan residue ( W) is in bold type. 


Xj ISWosp3 的 orfA 和 orfB 分 析 发 现 , VX IS n]. B, 框 移 的 结果 是 导致 下 游 氨 基 酸 序列 发 生 改 变 
能 通过 一 种 名 为 “程序 性 翻译 移 框 ( programmed ( Baranov et al., 2002; Namy et al., 2003) 。 移 框 翻 
translational frameshifting )” 的 机 制 进行 翻译 。 该 机 译 的 发 生 通常 需要 一 个 特别 的 滑动 序列 ( slippery 
市 存在 于 IS 和 IS 家 族 的 部 分 成 员 中 , 此 类 IS 的 sequence) ， 如 AAAAAAA, AAAAAAG 等 ; 不 同 滑 
等 点 是 具有 2 个 连续 且 部 分 重合 的 ORF ( Mahillon 动 序 列 所 起 作用 的 效率 有 差异 , 如 AAAAAAG 要 高 
and Chandler, 1998; Touchon and Rocha, 2007). ® 于 AAAAAAA ( Chandler and Fayet, 1993; Baranov et 
译 移 框 是 指 核糖 体 在 进行 翻译 时 , 由 于 mRNA 上 特 — aL, 2006)。 移 框 信号 的 下 游 可 能 会 有 一 些 特殊 的 
吻 的 序列 或 结构 造成 其 从 一 个 ORF 翻 移 到 男 一 个 RNA 二 级 结构 ,例如 假 结 ( pseudoknot) (ten Dam et 
ORF 的 情形 ; EEEE TRER, 成 为 al., 1990) , Æ} (stem loop) (Jacks et al., 1987) 或 
-1 E, 往 下 游 移 动 虐 个 核 苷 酸 ， 则 成 为 +1 框 T A8 X ( three-way junction) ( Rettberg et al., 1999) 
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等 , 它们 可 促使 框 移 发 生 或 提高 框 移 效率 。 在 
ISWosp3 FH, orfA ( 碱 基 77 ~376) 和 orfB ( 碱 基 292 ~ 
852) 分 别 在 移 框 的 0 位 和 -1 位 , 根据 FS Finder 
( Moon et al., 2004) 中 的 预测 , 该 IS 可 能 采用 .A * AA. 
A x* AA. A x* (ofA 用 星 号 隔 开 , orfB 用 点 隔 开 ) 这 一 清 
动 序列 来 框 移 , 不 过 在 该 序列 的 下 游 末 发 现 特 殊 的 


RNA 二 级 结构 (图 3)。 


ISWosp3 的 orfC 与 orfB 只 有 3 个 碱 基 之 隔 ( 图 
3), 两 者 结合 起 来 后 可 形成 一 个 完整 的 N2, N3 和 


ERER 24 RR LA: A 9E SR ( Asp-Asp-Glu, 
DDE ) 模 体 ( 图 4) 。 由 于 ISWosp3 的 该 DDE 区 域 与 
IS3 家 族 IS3 组 成 员 保守 区 一 致 , 故 推 测 ISWosp3 
为 该 组 的 成 员 。 男 一 方面 , 将 ISWosp3 与 下 述 的 
ISWosp4 比 对 后 发 现 , 在 ISWosp3 的 orfB 和 orfC 之 
间 的 3 个 碱 基 “TCA” 人 处 ，ISWosp4 对 应 为 “TGG”， 


故 可 认为 此 处 的 最 后 一 个 碱 基 发 生 了 突变 (第 3 个 


C1 [X ( Duron et al., 2005) , 其 中 包含 对 转 座 起 关键 


121 


181 


241 


301 


361 


421 


481 


541 


601 


661 


721 


901 


961 


1021 


1081 


1141 


1201 


1261 


TGACCTTACCCAGAAAAAGTGGAGAGAAAGTTGAGACGTTTTTATAGTAAAAAATGTTTT 
CATAAAGAGGTGTAATATGACAAATGGAAGAGAGTATACAGCAGAGTTCAAAGAAGAAGC 
start orfA M T N G R E Y T A E F K E E A 
TGTAAAACTTTTCAGAGAAAGGGGAGAAACAATTTCACAAATAGCAAGGGATCTAGGTAT 
V Kk L F R E R G6 E T 1 5 Q I A R D L6 I 
AAACCCCGGTATATTAGGTAAGTGGATAAAGAAGTATAACGAGAAAAAGTCAGCAGTAAA 
N P G I L G K W I K K Y N E K K 5 A V N 
TGCATTTCCGGGCAGGGGTAACGTAGCGCCTTATGATAAAGAGAGATTTGACTTAAAGAG 
A F Pe RG N V A PY DK E RF DLL kK KR 
start orfB L K E 
AGAGTTAGCAAGAGTAACAAGGGAAAGAGACATTT TAAAAAAAGCCCTGGGATATTTTGC 
E L A R V T R E R D I L K K A L6 Y F A 
R V Ss K $5 NE G K R HF K K S PG I FC 
CAGTCAAAAAGAGTAAAATATCTTTTTATGAAAGAGCATAGCAATTGCTATAAAGTACAA 
S Q0 K E * end orfA 
Q S K RY K Y L F MK E HS NC Y KY AQ 
GAATTATGTAGAATTTCTGGTGTATCTGCTAGTGGTTATTACAAATGGCTTGCTAAAAAA 
E L C R 1i 5G V S A 5 6 Y Y Ek W LAKK 
ATAAGCAATAGGAAATTGGCAAAAAAAGATCTATTAGCAGATATTCAAAAA ATACATCAA 
i S N R KL A K K D LLADIGQK 1] HNQ 
GTTTCCAAATGCAGATATGGTGCCCCTAAAATTCATGCTGAATTGAAAGCTTTAGGTAAA 
V S K C RY G A P Kk IH A E LK A LGK 
AATTATAACATCAAAACAGTGCAAAATGTTATGAAAGAAAATGGCATTAAGGCTATACTT 
N Y N I K T V Q N V MK E NG I K A I L 
AAAAGAAAATTTAAAACCAAGAAACGGCAAACTGACAATAGAGTCATAGTTCCCAATATA 
K RE F K T K EK RQ T DN R V I V P N I 
TTAGATCAAAATTTTATTACCGATCAACCAAATAAAGTGTGGGTGACTGATATTACTTAT 
L D Q N F Ii T D Q P NK V W V T D 1 I Y 
ATAAGAACCAAGAAAGGATGGCTATATTTGGCAGTAGTAATCGATCTATATTCACGTATG 
I RT K KG W L Y LÀ VV I DL YS RM 
GTAGTTGGCTGATCGATGAGTAGCTCAATAAATAAACAGTTGGTTATTGATTCTTTGTTA 
V V G * 5 M S 5.5 I N K Q LY IDS LL 
end orfB start orfC 
ATGGCCGTTTACAAGCGTAACCACCCCAAGAATCTACTATTACATAGCGATCAAGGTTCA 
M A V Y K RN H P K NL LL HS DQ 6 5 
CAATATACTTCAAAAAATTACCAAAATCTACTAGCTATAAAGAACATAGTTCCTAGCATG 
Q Y T S K N Y Q N L L A Ii K N I V P S M 
AGTCACAAAGGCTATTGTTACGACAATTCCGTTGTAGAAAGTTTCTTTAGTTCTCTGAAA 
S H k G Y C YD S. S VV EE S EE S S LK 
AGAGAGTTATTAATAAATACTGCTAAGTACTCCAAACAGTCTATTAAAACTGCTATATTT 
R E L L I N T A Kk Y 5 K Q 5 I K T A I F 
GAATATATAGAAATTTTTTATAACAAACATCGCAGACATTCTACTATTAACTATTGCATC 
E Y I E I F Y NE HR R H $5 T I NY C I 
CCTGAGCTTTTTGATTCATCATTCTCTTTGTAAGAACATTCCCAACTTTCTCTCCACTTT 
P E L FD S SF S L * end orfC 
TICTGGGTAAGGTCA 


图 3 ISWosp3 的 ORF 和 氨基 酸 序 列 分 析 


Fig. 3 ORFs and deduced nuclear acid sequence of ISWosp3 


MEH G” RENA”), Sx ISWosp3 不 能 形成 
完整 的 DDE 功能 域 , 从 而 失去 了 转 座 活性 。 


图 中 ISWosp3 的 3 个 ORF REPRE, DDE 结构 以 下 划 线 和 加 粗 字母 来 表示 ; 滑动 序列 (AAAAAAA ) 用 粗 体 表示 。The start and end positions of 
each of the three ORFs are indicated. The DDE motif is showed in bold and underlined style. The tandem slippery sequence ( AAAAAAA) is in bold type. 
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2.2 ISWosp4 

Blastn 结果 表明 ,ISWosp4 中 的 268 ~1 278 位 
序列 与 wMel 和 wRi 中 的 IS3 序列 (Wu et al., 2004; 
Klasson et al., 2009) 78% ~79% 的 一 致 性 , 具 43 
bp 的 完整 TIR 序列 。 该 TIR 与 IS3 家 族 TIR 具 较 高 
的 一 致 性 (图 1) ,所 编码 的 氮 基 酸 序列 与 IS3 家 族 
IS3 组 比较 接近 ( 相似 性 为 53% ) , 日 其 中 含有 与 该 
组 成 员 一 致 的 DDE 结构 (图 4), 据 此 推测 ISWosp4 
为 IS3 家 族 IS3 组 的 成 员 。 但 是 , ISWosp4 仅 含 有 1 
个 ORF, RA ISS 家 族 普遍 具有 的 orfA 而 不 能 形成 
HTH 结构 , 故 它 不 具有 转 座 活性 。 

ISWosp3 和 ISWosp4 的 GC 含量 分 别 为 33.0% 和 
33.196 , 接近 于 其 御 主 Wolbachia (如 wMel 和 wPip 分 
别 为 35.2% 和 34.2% ) 。 有 趣 的 是 , 这 两 个 IS 虽 均 来 
目 B 组 的 Wolbachia ( 付 海滨 等 , 2007; 王 娜 ，2007 ) ， 
其 碱 基 劳 有 24.490 的 差异 , 且 该 差异 达到 ISWosp3 与 
A 组 Wolbachia 的 一 些 IS3 序列 的 差异 水 平 ( 如 ， 
ISWosp3 与 IS3-wMel 和 IS3-wRi 的 差异 分 别 为 22. 2% 
和 21.9% )。 据 此 推测 , ISWosp3 和 ISWosp4 可 能 已 分 
别 在 原 产地 和 入 侵 地 稳 水 象 甲 体内 的 Wolbachia 株 系 


中 存在 较 长 的 时 间 , 该 时 间 也 许 接 近 于 Wolbachia 开始 
原始 分 化 成 相应 2 个 不 同 株 系 的 时 间 ， 由 此 使 得 信和 
答 主 基因 组 一 起 经 绥 慢 改造 后 而 达到 GC 含量 一 致 ， 
H2 Pp IS 的 差异 如 此 之 大 (Lawrence and Ochman, 
1997; Bandi et al., 1998; Cordaux，2009 )。 此 外， 
ISWosp3 的 DDE 区 域 不 完整 ,ISWosp4 无 HTH 区 域 ， 
这 些 与 转 座 相 关 的 重要 结构 域 的 缺失 , 表明 这 两 个 IS 
近期 未 发 生 转 座 , 这 一 点 , 也 说 明了 它们 在 相应 的 
Wolbachia 株 系 中 可 能 已 存在 较 长 时 间 。 

不 同 IS 其 转 座 活性 和 水 平 转移 频率 等 存在 差 
异 , 由 此 决定 它们 在 宿主 Wolbachia 的 进化 过 程 中 
起 着 不 同 的 作用 。 如 IS5 家 族 的 ISWpil, 近期 具 较 
强 的 转 座 活 性 ,，wMel 和 wRi 等 基因 组 可 反复 被 其 
和信 侵 (Cordaux et al., 2008)。 相 比 之 下 , 一些 IS3 家 
族 成 员 近 期 则 无 转 座 活性 或 仅 有 较 低 的 转 座 活性 ， 
除了 上 述 ISWosp3 和 ISWosp4 7^, wMel 和 wRi 中 
的 一 些 IS3 成 员 也 是 如 此 。 如 据 我 们 分 析 , wMel 中 
IS3 的 15 个 拷贝 间 碱 基 差 异 较 大 (10.7% ) , 日 在 其 
两 端 均 无 同 向 重复 序列 , 表明 近期 其 未 发 生 转 座 作 
用 , 活性 较 低 ,对 宿主 基因 组 的 影响 较 小 。 















































ISWosp3 MKENGIKAILKRKFKTKK-RQTDNRVIVPNILDQNFITDQPNKVWVTDITYIRTKKGWLY 60 
ISWosp4 MQKNGIQARLRRRFKSKK-QQTDNRVITPNILDQNFTTSQPNKVWVTDITYIKTKDGWLY 60 
ISdds/ MRASGLRAKGKRRWVRTT-GSSHTMAVCPNLLERRFEVSQPNQVWALDLTYLPTKEGWLY 60 
ISdpr5 MKSNGIKAKTKRRFKATK-RFKHDFLVADNLLNQRFSADVANQIWVSDITFIWTREGWLY 60 
IShar2 MQAQALRARPRRRSLPIDRGERPVIGIAANVLDRQFDASAPNRKWVADFTYIWSAEGWLY 60 
IShor/ MRIMGLKAIQKRKFKRTT-NSDNNLPLKNNLLKRNFSVTQPDKVWVSDITYIPTKEGWLY 60 
ISstaul MGQQKLAARRRGRRVCTT-DSRHGLPVAPNVLNRDFSPQAPNRTWATDITYVWTAEGWLY 60 
N2 
ISWosp3 LAVVIDLYSRMVVG-SMSSSINKQLVIDSLLMAVYKRNHPKNLLLHSDQGSQYTSKNYQN 119 
ISWosp4 LAAIIDLYSRMVVGWSMSSTIAKRLVIDALLMAVDKRKPSKNLLFHSDQGSQYTSKNYQF 119 
ISdds/ LAVTLDLHSRAVVGYAMDMQMPATLPLAALQMAAGRRLPPPGLLHHSDRGSQYASGIFQA 119 
ISdpr3 LAAILDIFNRKIVGWSMDNKLSHEVIADALHKAIRQRRPKPGVLFHSDRGTQYTSYAFRD 119 
IShar2 LAVVLDLYSRRV IGWSMKPEMNAQLVADALMMAVWRRGKPESVMHHSDRGSQYTSEQFQR 119 
IShor/ LSVVIDLYSRKVVGWSMDNHMTKRLV IDALEMAVLNRNPSRGLIFHSDRGSQYASHDFQK 119 
ISstaul LAVVLDLFSRKVVGWAMGEHIDRHLVLSGLEMALQGRQPPKGLLHHSDRGSQYASTDYQQ 119 
N3 

ISWosp3 LLAIKNIVPSMSHKGYCYDNSVVESFFSSLKRELLINTAKYSKQSIKTAIFEYIEIFYNK 179 
ISWosp4 LLNTKNIISSMSHKGCYYDNSVVESFFSSLKRELLIDTLQHSAQQTRTAIFEYIEIFYNK 179 
ISdds/ ELARMRARGSMSRKGDCWDNAVVESFFSSLKRELLEDTIFETRDVARQAVFEFIEVFYNR 179 
ISdpr3 LMEQYGFVQSMSSSGNCYDNAVMESFFHTLKTELVYFEKYRTRQEARGGIFEYIEVFYNC 179 
IShar2 LLLELGVTCSMSRAGNVWDNSAMESFFSSLKTERLSRKMFRTRDDIRAEVFDYIERFYNP 179 
IShor/ TLWKYGIISSMSRKGDCWDNAVAESFFATLKTELIFHNKYQSRAQAKRDIFEYIEIFYNR 179 
ISstaul ALASRGIECSMSRKGNCWDNAVVESEFSS-KQELVYRTDFATRQQARSALFEYIEVFYNR 179 
ISWosp3 HRRHSTINYCIPELFD-——-- SSFSL---- 199 

ISWosp4 QRRHSTINYCIPEKFD SSFS 199 

ISdds/ QRRHSSLGYLTPLEFER----QATAA--—- 201 

ISdpr3 VRRHSALNYCSPAEFER-—--- RACVT-—- 201 

IShar2 VRRHSTLGYISPIDFEQ-—--QAQLA--—-- 202 

IShor/ IRLHSSLDYKSPEDYEKERKTSKLCV—-———-- 205 

ISstaul QRRHSTLGYMSPVDFEN----ATLPVTLAA 204 


图 4 ISWosp3, ISWosp4 和 已 知 IS3 家 族 IS3 组 序列 的 氨基 酸 序 列 比 对 
Fig. 4 Alignment of the deduced amino acid sequences of ISWosp3 and ISWosp4 with those of IS3-group members in IS3 family 
下 划 线 部 分 表示 包含 有 DDE 模 体 的 N2, N3, C1 pow; 星 号 表示 一 致 的 氨基 酸 残 其 , 相似 的 氨基 酸 残 基 用 点 号 表示 。 图 5 同 。The underlined 
parts indicate the conserved domains N2, N3, and C1 which contain DDE motif. Asterisks and dots indicate identical and similar amino acids, 


respectively. The same for Fig. 5. 
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2.3 ISWosp5 

ISWosp5 与 wMel 中 的 IS4 序列 (ISWen], 1 432 
bp) 具 86% 的 一 致 性 , 与 wRi 中 的 IS4 序列 (1 396 
bp) A 8496 的 一 致 性 。IS4 家 族 成 员 的 TIR. 较 短 ， 
且 不 完全 对 称 , 最 主要 特征 是 存在 D(60 ~110)D 
(100 «150) E 4l Y2) R3) E(6) K 的 DDE 保守 绪 
TJ, 1 个 ORF 2g £35 JL FPA mA IS 序列 (De 


Palmenaer et al., 2008) , ISWosp5 的 TIR 序列 为 17 
bp, ORF 长 达 433 aa, 占 整 个 IS 的 93% , WBRA 
基 酸 序列 与 IS4 家 族 18231 组 的 ISWen] 十 分 接近 ， 
且 具 有 典型 的 IS4 DDE 结构 (图 5), 改 可 推测 其 为 
IS4 家 族 的 15231 组 成 员 , 且 可 能 有 和 转 座 能 力 。 该 
IS 序列 GC 含量 为 30.7% , TFET E Wolbachia 
(如 wMel 和 wPip 分 别 为 35.2% 和 34.2% ) 。 





ISWosp5 VREPMNKITCLSKKLKEFFNEKADKISIRTGFIKRKRKLRGSSFIKAMVLGNIGVDNCSI 60 
ISWenl VREPMNKITSLSKKLKEFFNEKADKISITTRFIKRKRKLKGSSFVKAMVLGNIGVDNCSV 60 
KEKEKE, KEk kkk k kkk, cbe, cederet, 
ISWosp5 ETMCQLLNEDSIEMTKQGLDFRFTEEAVEFMKRMYNESLMLFKGILQINCRILKQFRSVK 119 
ISWen/ ETMCQLLNEDSIDITKQGLDFRFTEEAVEFMKRMYNESVLLFKNILQVDCKILQQFNSVK 119 
TEKEE, 六 玉 炒米 玉米 六 水 炒米 炒米 炒米 炒米 炒米 炒米 炒米 炒米 。, kkk, kkk, kK, kk, kk kkk 
ISWosp5 LLDSSYISLPNSMENMYKGYGTSYSGYESNTKSRIKLQLVFDYLNQTLTQLNITEGIRSD 179 
ISWen/ LLDSSYITLPNSMEEMYKGYGTSYSGYESNTKSGIKLQLVFDYMNQIIDQLNLTEGVRSD 179 
MO EEEk kkk kkk ckaeekeeeeK, 炒米 ， kkk, cheek, kkk 
ISWosp5 QGYRRYLSSISNNDLLISDLGYFVPSSFKQLNETGAYFISRYKSDTNIYDIETNQKIELL 239 
ISWen] QGYRKHLSNILSNDLLISDLGYFVPSSFKQINEIGAYFISRYKSDTNIYDVETNQKMELL 239 
XK, 炒米 ck KEEKEEKE EEEE, Ek E EEEE EKEk, kkk, kk 
ISWosp5 ECLEDKLFLENEVLLGKETKVKVRIICQKLTEEQSMARRRKANRLAKSHGYTSSKRNQKL 299 
ISWen7 ECLEDKLFLENEVLLGKEAKIRVRIICQKLTEEQSMARRRKANRLARSQGYTSSKRNQKL 299 
KEEKEEKE, ck, EEEE EKEK, ck, kkk kK kk 
ISWosp5 LNWSIFITNVSENKISAEQVLTIYRARWQIELLFKLYKSHIRLDKLKGKPYRVLCELYAK 359 
ISWen/ LNWSIFITNVPENKISAEQVLTIYRVRWQIELLFKLYKSHIRLDKLKGKPCRVLCELYAK 359 
EEEE deeteteeeeeeeeeek deeteeeeteteeeeetteeteteeebeeeek 米 米 米 米 米 米 米 米 米 
C1 
ISWosp5 LCAVLIFHGIVGCTELKKDTELSLTKAFIELKRRIRELFLALSSRINNLRIFLKKLTTDW 419 
ISWen] LCAILIFHGIVGCTEVKKNTELSLTKAFIELKRRVIELFLALKNKVNSLKVFLKKLTITW 419 
JKK, 炒米 冰 六 米 米 六 米 米 米 米 ， 米 米 kkk kkk kkk, 炒米 炒米 炒米 ，. 米 kK, 炒米 六 六 六 六 ox 
ISWosp5 SQFSVKDRYRKIRVSTLSSLNFLTLAS 447 
ISWen/ SRFSLKDKYRKTRVSTLTSLNLLTIS- 446 


CK. ek, cek, cheek kkk, kkk kK, , 


图 5 ISWosp5 和 IS4 家 族 1S231 组 的 ISWenl 氨基 酸 序 列 比 对 
Fig. 5 Alignment of the deduced amino acid sequences of ISWosp5 with those of ISWen/ from IS23/ subgroup of IS4 family 


2.4 ISWosp6 

Blastn 结果 表明 ，ISWosp6 中 的 170 — 738 位 序 
Jj -5 SU fs FE C. quinquefasciatus Pel 品系 中 的 
Wolbachia (wPip, AM999887 ) H. 7696 ~ 79% 的 一 致 
性 (Wu et al., 2000), 5 JR B D. simulans 的 
Wolbachia (wRi) "B BS— Ez JF YI] ( GenBank 登录 号 : 
CP001391 ) E. 9596 的 一 致 性 ( Klasson et al., 2008) , 
以 往 研究 表明 ,IS5 家 族 成 员 长 度 从 850 bp( 1S869) 
到 1 643 bp(IS493 ) 不 等 , 一 般 仅 有 1 个 ORF 结构 ， 
少数 有 2 个 ORF (如 15427 组 的 许多 成 员 及 
ISWpi/) (Cordaux, 2008), 含有 1 个 保守 的 DDE 
区 域 。 分 析 发 现 ，ISWosp6 A 1 个 143 aa 的 
ORF, 在 wPip 基因 组 中 可 找到 一 个 与 之 有 9296 一 


致 性 的 假设 蛋白 ( GenBank 登录 号 : 6385511 WPa_ 
1126) 。 但 是 , 在 IS Finder 中 未 能 找到 与 之 有 和 较 高 
相似 性 的 片段 , 可 能 是 因为 IS Finder 中 提交 的 序列 
有 限 。 不 过 , ISWosp6 具 长 为 24 bp 的 完整 TIR, © 
与 1S5 家 族 181031 组 ISWpil 的 TIR 有 很 高 的 相似 
性 (87.5% ) (R1), 据 此 我 们 推测 ISWosp6 为 IS5 
家 族 181031 组 的 成 员 。 但 由 于 无 DDE 结构 ， 故 它 
不 具有 转 座 能 力 。 


3 讨论 


综 上 所 述 , 我 们 从 称 水 象 甲 体内 的 Wolbachia 
中 克隆 到 了 4 个 插入 序列 : 属于 IS3 家 族 IS3 组 的 
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ISWosp3 和 ISWosp4, 属于 IS4 家 族 IS237 组 的 
ISWosp5, 及 属于 1S5 家 族 1S1037 组 的 ISWosp6。 其 
中 , ISWosp3 原先 可 能 采用 程序 性 翻译 移 框 的 机 制 
来 翻译 转 座 酶 , 但 后 来 由 于 第 2 个 ORF 中 1 个 碱 基 
发 生 突变 , 致使 转 座 功能 丧失 。 这 可 能 是 一 个 只 因 
极 少数 碱 基 发 生 突变 致使 IS 失 活 的 较 好 例子 。 同 
时 , ISWosp3 和 ISWosp4 虽 同 属 IS3 家 族 IS3 组 成 
ii, 但 两 者 在 ORF 数量 、 翻 译 框 移 和 HTH 结构 有 
无 等 方面 存在 明显 差异 , 这些 差异 可 为 今后 分 析 
IS3 组 成 员 结 构 与 功能 的 多 样 性 提供 参考 。 对 
ISWosp5 ,由 于 其 可 能 具有 转 座 活性 , 今后 可 进 一 
步 重 点 研究 ,并 借 此 探寻 一 些 有 助 于 揭示 其 宿主 
Wolbachia 与 舟 水 象 甲 生殖 等 方面 关系 的 线索 。 总 
体 上 看 ， 本 研究 在 一 定 程 度 上 增进 了 我 们 对 
Wolbachia IS3 , IS4 和 ISS 家 族 插 入 序列 的 认识 ,为 
今后 系统 探讨 Wolbachia 中 此 类 序列 的 结构 、 功 能 
及 与 宿主 进化 的 关系 等 提供 了 许多 基础 信息 , 但 对 
于 本 研究 所 得 IS 的 侧 叙 序列 结构 和 在 宿主 基因 组 
中 的 拷贝 数 等 方面 还 有 待 于 进一步 研究 。 
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